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Эска является одним из наиболее распространен-
ных и в редоносных заболеваний многолетней 
древ еси ны во всех виноградарских регионах 
мира . В  зависимости от почвенно-климатиче-
ских условий и сортового состава уровень рас-
пространения эски может составлять до 50% и 
более. Одним из возбудителей эски является гриб 
Phae oac remonium minimum, который вызывает 
трахеомикоз сосудистой системы растения вино-
града, приводящий к гибели всего растения. Тра-
диционные микробиологические методы иденти-
фикации Phaeoacremonium minimum трудоемки и 
могут давать ложноотрицательные результаты 
при низких уровнях инфекции. Одним из наи-
более эффективных и чувствительных инстру-
ментов диагностики грибных фитопатогенов в 
растениях является метод полимеразной цепной 
реакции (ПЦР). Цель исследования заключалась 
в те сти ровании Phaeoacremonium minimum в 
многолетней древесине винограда методом ПЦР. 
Выделение геномной ДНК проводили методом 
СТАВ. С целью уменьшения побочных продуктов 
и увеличения выхода целевых фрагментов вы-
полняли гнездовую ПЦР (nested PCR). В резуль-
тате тестирования возбудитель Phaeoacremonium 
mini mum  был выявлен в штамбах и рукавах 
растений винограда как с наличием визуальных 
признаков эски, так и внешне бессимптомных.  
В результате выполненного исследования опти-
мизированы некоторые методические аспекты 
тестирования Phaeoacremonium minimum .
Ключевые слова Phaeoacremonium minimum; 
эска; виноград; многолетняя древесина вино-
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Esca is one of the most widespread and harmful diseases of perennial 
wood in all viticulture regions of the world. Depending on the soil and 
climatic conditions and varietal composition, the level distribution of 
esca can be up to 50% or more. One of the causative agents of esсa is 
the Phaeoacremonium minimum fungus, which causes tracheomycosis 
of the vascular system of the grape plant, resulting in the death of the 
entire plant. Conventional microbiological identification methods for 
Phaeoacremonium minimum are laborious and can give false nega-
tive results at low levels of infection. One of the most effective and 
sensitive diagnostic tools for fungal plant pathogens in plants is the 
polymerase chain reaction (PCR) method. The aim of our study was to 
test the Phaeoacremonium minimum in perennial grape wood by PCR. 
Genomic DNA was isolated by the CTAB method. In order to reduce 
by-products and increase the yield of target fragments, nested PCR 
was performed. As a result of testing, the pathogen Phaeoacremonium 
minimum was detected in the trunks and arms of grape plants, both 
with the presence of visual signs of esca or externally asymptomatic. 
As a result of the study, some methodological aspects of testing the 
Phaeoacremonium minimum were optimized.
Key words: Phaeoacremonium minimum; esca; grape; perennial grape 
wood; polymerase chain reaction.
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Введение. Виноградарство является клю-
чевой отраслью сельского хозяйства 
Крыма. Площадь насаждений на 2019 

г. составляет 18,9 тыс. га [1]. В возрастной 

структуре преобладают насаждения со сроком эксплуата-
ции 11-47 лет. Увеличение срока эксплуатации виноградных 
насаждений, низкий уровень агротехники и системы защи-
ты привело к тому, что на виноградных насаждениях, кро-
ме сезонных микозов, накапливаются и распространяются 
такие болезни многолетней древесины винограда как эска, 
эутипиоз и усыхание рукавов [2,3].

Эска является одним из наиболее распространенных и 
вредоносных заболеваний многолетней древесины во всех 
виноградарских регионах мира. В зависимости от почвен-
но-климатических условий и сортового состава насаждений 
уровень распространения эски может составлять до 50% и 
более [4].

Широкие исследования этиологии эски начались в кон-
це XIX века в связи с её распространением в основных ви-
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ноградарских районах США, Европы, особенно во 
Франции, Германии, Италии, Греции, Португалии. 
Из многолетней древесины, пораженной эской были 
выделены фитопатогены различной этиологии. Это 
способствовало возникновению гипотезы о том, что 
возбудителем эски является комплекс грибов и бак-
терий [5]. Также была выдвинута гипотеза, что кроме 
фитопатогенов, причина возникновения эски может 
заключаться в нарушении физиологии растения под 
влиянием почвенно-климатических факторов, но впо-
следствии эта гипотеза была отвергнута [6,7,8]. 

Проведенные в конце XX века исследования с 
применением молекулярно-генетических методов 
позволили идентифицировать возбудителей эски. 
Таким образом, с эской ассоциируются фитопато-
гены грибной этиологии Phaeomoniella chlamydospora, 
Phaeoacremonium minimum и Fomitiporia mediterranea [9].

Грибы Phaeomoniella chlamydospora и Phaeo-acremonium 
minimum вызывают трахеомикоз сосудистой систе-
мы растения винограда. [10,11]. В ксилеме много-
летней древесины винограда мицелий Phaeomoniella 
chlamydospora и Phaeoacremonium minimum движется 
вверх, а иногда в соседние сосуды и клетки паренхимы. 
Как следствие, происходит закупоривание сосудистой 
системы многолетней древесины винограда. Визуаль-
но это проявляется в виде изменения окраски ксилемы 
многолетней древесины от темно-коричневой до чер-
ной. Также происходит продольное и поверхностное 
обесцвечивание молодых древесных сосудов, располо-
женных чуть глубже коры, которые легко видны в веге-
тационный период при её отслаивании. 

Другой возбудитель эски, базидиомицет, 
Fomitiporia mediterranea, вызывает гниение древесины, 
которое проявляется в виде белой гнили пораженных 
штамбов и рукавов (Fischer, 2006). [12].

Заболевание эски может протекать в двух формах. 
Первая форма характеризуется интенсивным разви-
тием эски и приводит к внезапному усыханию всего 
растения. Вторая форма характеризуется постепен-
ным усыханием различных частей куста в течении не-
скольких лет, вызванным токсинами грибкового про-
исхождения [13].

Визуальным симптомом эски на листьях является из-
менение окраски листовой пластины вдоль главных жи-
лок, которое приводит к некротизации и деформации, 
при этом главные жилки остаются зелеными. Плодовые 
лозы, пораженные эской усыхают, ягоды горошатся, 
грозди усыхают. Было установлено, что на проявление 
визуальных симптомов и интенсивность развития эски 
могут влиять восприимчивость сорта, возраст виноград-
ных лоз, а также погодные условия [14].

Источниками распространения инфекции являет-
ся растительный сок пораженного растения, а также 
почва вблизи пораженного растения. Растениями-ре-
зерваторами могут служить олива европейская (Olea 
europaea), киви (Actinidia deliciosa) и вьюнок полевой 
(Convolvulus arvensis) [3].

Запрет в начале 2000 гг. на применение арсени-

та нартия на виноградных насаждениях для борьбы 
с эской послужил причиной широкого распростра-
нения данного заболевания во всех виноградарских 
регионах мира, включая Калифорнию, Португалию, 
Францию, Испанию, Австралию, Грецию, Новую Зе-
ландию и Южную Африку [4,8]. 

В связи с высокой интенсивностью распростра-
нения и вредоносностью эски, существует необходи-
мость в отработке методов диагностики возбудителей 
микозов. Традиционные микробиологические методы 
идентификации не только трудоемки и занимают мно-
го времени, но и могут давать ложноотрицательные 
результаты при низких уровнях инфекции. Другие 
грибы, которые выделены вместе с Phaeoacremonium 
minimum, могут расти более интенсивно, что затруд-
няет идентификацию Phaeoacremonium minimum [15].

Наиболее эффективным инструментом диагно-
стики наличия фитопатогенов в растениях является 
метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) [16,17].

Цель исследования заключалась в тестировании 
Phaeoacremonium minimum в многолетней древесине 
винограда методом ПЦР.

Материалы и методы исследований. Исследования 
выполнены на насаждениях сортов винограда Асма, 
Бастардо магарачский и Каберне Совиньон. Срок экс-
плуатации обследованных виноградных насаждений 
10 и более лет. Сроки проведения обследований – май 
и август. Маршрут обследования виноградных насаж-
дений проводили согласно «Методическим рекомен-
дациям по применению фитосанитарного контроля в 
защите промышленных виноградных насаждений юга 
Украины от вредителей и болезней» [20].  Наличие 
визуальных признаков заболевания и характеристику 
их как симптомов эски проводили методом визуаль-
ной критической оценки. 

С растений винограда, имеющих визуальные сим-
птомы, а также с бессимптомных растений были ото-
браны фрагменты многолетней древесины и помеще-
ны в отдельные сейф-пакеты для последующей ПЦР 
–диагностики на наличие Phaeoacremonium minimum в 
ксилеме многолетней древесины.

С целью удаления вторичных метаболитов из 
многолетней древесины выделение геномной ДНК 
выполняли методом СТАВ [18] с нашими модифика-
циями. Чистоту и количество экстрагированной ДНК 
оценивали по коэффициенту абсорбции на спек-
трофотометре "Biophotometer plus" и методом гель-
электрофореза в 1% агарозном геле. Амплификацию 
выполняли на приборе T-100 Bio-Rad согласно реко-
мендациям White et al. 1990 [19].

Результаты и их обсуждение. В результате марш-
рутных обследований были отмечены некоторые рас-
тения с признаками отставание в росте, усыхание пло-
довых лоз и рукавов, горошение ягод и усыхание гроз-
дей. Кроме этого выявлены характерные симптомы та-
кие как  изменение окраски листовой пластины между 
главными жилками, при этом главные жилки остава-
лись зелеными, а также некротизация и деформация 
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листьев. При поперечном разрезе 
штамба или рукава невооружен-
ным глазом видны некротические 
пятна. Из отобранных фрагмен-
тов многолетней древесины как с 
пароженных, так и с бессимптом-
ных растений методом СТАВ была 
экстрагирована ДНК. Показатели 
чистоты ДНК находились в преде-
лах 1,6–2,0. Количество и чистота 
выделенной ДНК были достаточ-
ные для выполнения ПЦР, которая 
включала 2 этапа (ПЦР1 и ПЦР2).

Первый этап ПЦР (ПЦР 1) вы-
полнен со специфическими праймерами ITS1, ITS5. В 
целях уменьшения побочных продуктов амплифика-
ции экспериментальным путём нами были подобраны 
следующие параметры для ПЦР 1: 
1 - начальная денатурация при +950С в течение 3 мин.;
2 - 37 циклов, каждый цикл по 30 с при +950С; 
3 -  30 с при +60 0C; 
4 - 45 с при +720C ;  
5 - 5 мин. - финальная элонгация при +720С .

Для второго этапа (ПЦР 2) использовали ПЦР-
продукты, полученные при выполнении ПЦР 1, ко-
торые были разведены в соотношении 1:100. Ампли-
фикация выполнена со специфическими праймерами 
PmF и PmR. В целях повышения специфичности реак-
ции ПЦР 2 подобраны следующие параметры ампли-
фикации: 
1 - начальная денатурация при +950С в течение 3 мин.; 
2 - 36 циклов по 30 с при +950С;
3 - 30 с при +630C;
4 -  45 с при  720C;
5 - 5 мин. - финальная элонгация при +720С .

ПЦР–продукты после первой и второй амплифи-
кации (ПЦР 1 и ПЦР 2) были проанализированы ме-
тодом гель-электрофореза в 1% агарозном геле (рис.). 

В результате визуализации методом гель-
электрофореза идентифицированы ПЦР 2 фрагменты 
с молекулярной массой 400 п.н. 

Также были амплифицированы нецелевые фраг-
менты с  молекулярной массой 200 п.н.

В результате ПЦР-диагностики в штамбах и рука-
вах анализируемых растений винограда как с наличи-
ем визуальных признаков эски, так и бессимптомных 
был выявлен Phaeoacremonium minimum.

Выводы
Подтверждено, что метод ПЦР является эффектив-

ным инструментом для диагностики Phaeoacremonium 
minimum в многолетней древесине винограда. Опти-
мизированы методические аспекты проведения ам-
плификации. Phaeoacremonium minimum был выявлен 
в штамбах, рукавах пораженных растений винограда. 
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Рис. Фрагмент электрофореграммы. Лунка 11 – маркер молекулярного веса, 100 п.н.; 
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